















gonadotropin‐releasing  hormone  I  (GnRH‐I)  and  neurokinin  B,  to modify  their  structure  and 
function, and in the male gonads, copper plays a role in testosterone production, sperm morphology 
and,  thus,  fertility.  In addition  to GnRH‐I, most vertebrates express a  second  isoform, GnRH‐II. 
GnRH‐II can promote testosterone release in some species and has other non‐reproductive roles. 
The  primary  sequence  of  GnRH‐II  has  remained  largely  invariant  over  millennia,  and  it  is 
considered the ancestral GnRH peptide in vertebrates. In this work, we use a range of spectroscopic 
techniques to show that, like GnRH‐I, GnRH‐II can bind copper. Phylogenetic analysis shows that 







releasing  hormone  I  (GnRH‐I),  a  hormone  released  from  hypothalamic  neurons  into  the  portal 
circulation in the pituitary median eminence. GnRH‐I travels to the anterior pituitary where it acts 




GnRH‐I  is  secreted  in  a pulsatile manner,  and  timing of  the pulses  is  regulated by  the peptides 
kisspeptin, dynorphin and neurokinin B [2]. Kisspeptin and neurokinin B lead to release of GnRH‐I, 
whereas  dynorphin  inhibits  release  and  therefore  suppresses  the GNRH‐I  pulse.  In  addition  to 
GnRH‐I, most vertebrates have a second isoform, GnRH‐II, which is widely expressed in the central 
and peripheral nervous system, and  in non‐neuronal cells. This peptide  is very highly conserved 
across  all  species  and  is  thought  to  represent  the  earliest  form of GnRH. The high  conservation 
suggests that the role GnRH‐II performs is critical, yet a distinct role for the peptide remains elusive 
and its function may differ in different species. In humans, a receptor for GnRH‐II is not expressed, 
but  the  peptide  can  activate  the GnRH‐I  receptor  and  trigger  the  release  of  LH  and  FSH  from 
gonadotropes [3]. In primates, GnRH‐II may have a role in regulating a pre‐ovulatory LH surge [4]. 




Many  trace  elements,  including  metals  such  as  copper  and  zinc,  have  critical  roles  in 
reproductive pathways [6,7]. Copper has a long history in reproduction and has been implicated in 
normal physiological roles, as well as toxic processes. In the mid‐1930s, Fevold et al. showed that 




GnRH‐I  releasing  activity  of  prostaglandin  E2  [12];  by  binding  to  GnRH‐I  and  enhancing  or 
modifying  its receptor‐binding activity [13–15]; and/or by binding  to neurokinin B, a peptide  that 
indirectly modulates GnRH‐I  release  [16,17].  The  ability  of  copper  to modify  the  structure  and 
function of GnRH‐I and neurokinin B and influence early events in the HPG axis has recently been 
reviewed [18]. Outside of the pituitary, copper can have effects directly at the gonads, and it is well 
documented  that  copper  can play  a  role  in  spermatogenesis  and  in  sperm motility  [19].  Several 
proteins  involved  in copper homeostasis,  including the  import pump Ctr1, are expressed  in germ 






of GnRH and  related peptides has  suggested  that  they evolved  from a common ancestor  [26,27]. 









We  firstly  assessed  the  binding  of  copper  by  GnRH‐II,  using  mass  spectroscopy.  The 
electrospray mass spectrum of GnRH‐II  in  the absence of Cu(II)  (apo‐GnRH‐II) shows prominent 
peaks due  to mono  and doubly  charged  species  at m/z  1236.4  [M+H]+  (Figure  1a)  and m/z  618.7 
[M+2H]2+  (not  shown).  An  additional  major  peak  at  m/z  1065.3  can  be  attributed  to  in‐source 
fragmentation of GnRH‐II. The addition of an equimolar amount of Cu2+ to GnRH‐II prior to ESI‐MS 
leads to the spectrum shown in Figure 1a (upper spectrum). The spectrum has predominant peaks due 
to apo‐GnRH‐II, but  there  is a  clear  singly  charged peak at m/z 1297.33 attributable  to  [(M+Cu2+‐ 
2H)+H+]+. At the pH (pH 7.6) of this experiment, the  loss of two protons  is predicted to be due to 
copper coordination displacing two amide protons, as is observed in many copper‐binding peptides 




presence  of  a  peak due  to  [CuIIGnRH‐II]  suggests  a  1:1  stoichiometry, which  is  the most  stable 
stoichiometry. 
We next  assessed  the  binding, using  circular dichroism  in  the visible wavelength  region.  If 
copper binds to a protein or peptide via amide nitrogen atoms and displaces the protons as predicted 
by the ESI‐MS data, then quite intense peaks are generally observed in the visible region of the CD 




line). The  spectrum  has  a positive  signal  near  600  nm  and  a  negative  signal  below  350  nm  that 
correspond to copper d‐d transitions and most likely an imidazole  Cu(II) charge transfer transition, 
respectively [28,31]. Intriguingly, the position of the peaks in the CD spectrum of [CuIIGnRH‐II] is 
identical  to  that previously obtained  from  [CuIIGnRH‐I]  (Figure 1b, dashed  line)  [32,33]. GnRH‐I 












signal near 600 nm and a negative signal near 350 nm  (solid  line). The spectrum  is  identical  to  the 
visible‐CD spectrum of [CuIIGnRH‐I] (dashed line). 
ESI‐MS  and  CD  data  suggested  that  amide  nitrogen  atoms were  involved  in  coordinating 




can be well  simulated  (Figure  2a,  0.8 Cu  sim) with  the parameters given  in Table  1. The  copper 
hyperfine parameters at gz were mapped  to  the Peisach and Blumberg plots,  to establish  that  the 
copper  ion  in  [CuIIGnRH‐II]  is  most  likely  coordinated  in  an  environment  that  contains 
predominantly 4N or 3N1O  ligands [34]. These data are consistent with the ESI‐MS and CD data. 
However, the hyperfine splitting at gz for GnRH‐II (196.8 × 10−4 cm−1) is larger than that observed for 
GnRH‐I  (176.7  ×  10−4 cm−1),  suggesting  that  the  copper‐GnRH‐II  complex  contains more nitrogen 
donor  atoms  than  the  copper‐GnRH‐I  complex  [33].  With  nitrogen  ligands  there  is  often 
superhyperfine coupling observable at both gz and gx,y that, in many cases, can be used to estimate 
the  number  of  nitrogen  donor  atoms  [17,35,36].  However,  in  the  case  of  [CuIIGnRH‐II], 





there  is  some  copper with weaker‐field donor  atoms  than  nitrogen, most  likely  the  inclusion  of 


























EPR data,  the λmax at 520 nm  for  [CuIIGnRH‐II]  is consistent with GnRH‐II having more nitrogen 
atoms coordinating copper than does GnRH‐I. The binding is at pH 8, but a lack of coordination at 
pH 3 is consistent with the nitrogen donors being from an amide or the imidazole nitrogen atoms 




























































emission  is not completely quenched, and we  speculate  that one of  the  two  tryptophans  is more 
affected by copper coordination than the other. We predict Trp3, adjacent to His2, a potential copper 






50%  after  the  addition  of  one  equivalent  Cu(II),  and  there  is  little  change  in  intensity  after  1.5 
equivalents. 
Taken together, the spectroscopic data show that GnRH‐II can bind Cu(II) to form a 1:1 complex, 
and  the EPR  data  and  electronic  spectroscopy  suggest  that  the  copper  ion  is  in  a  four‐nitrogen 
environment. GnRH‐I  (pEHWSYGLRPG‐NH2) binds  copper  in an N‐terminal 3N1O environment 
that incorporates two amide nitrogens and an imidazole nitrogen (i.e., {2Na, Nim, O}), and GnRH‐II 
(pEHWSHGWYPG‐NH2) contains the same N‐terminal sequence and only differs from GnRH‐I by 

































































Trp7 Tyr8 Pro9 Gly10
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2.2. Histidine Amino‐Acids Are Highly Conserved in Vertebrate GnRH‐II. 




of vertebrate development,  suggesting  strong  selective pressure  to  retain  the  sequence  (Figure 5) 
[27,39–41]. The retention of the copper ligands suggests the metal may influence GnRH‐II structure 
and function in all vertebrate species. The invertebrate chordates tend to not contain a peptide with 
a  pEHxxH  sequence  despite  expressing  several GnRH‐I  isoforms  [27,42]. However,  the  tunicate 




























































years, suggesting  that  the peptide has a  role  important enough  to drive evolutionary pressure  to 
retain the sequence; however, that function remains unclear. The work described here shows that 
GnRH‐II binds copper in a site predicted to include amide nitrogen and histidine imidazole nitrogen 
donor atoms derived  from  the pEHxxH N‐terminal  sequence. GnRH‐I binds copper via  the pEH 
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copper‐induced  structuring  of GnRH‐II will modify  how  the  peptide  interacts with  a  receptor, 
possibly the GnRH‐I receptor in humans. The binding of copper may also allow GnRH‐II to interact 
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